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Введение
Традиционно спектральные ме
тоды используются в токсикологичес
ком эксперименте на животных [13].
Однако, возможно их применение как
альтернативного метода в исследова
ниях количественного содержания хи
мических элементов в культуре клеток
in vitro. Такой подход дает возмож
ность не только количественно опре
делить содержание химических эле
ментов в культуре клеток, но и исполь
зовать данный метод как чувствитель
ный тест при оценке внутриклеточных
процессов, обусловленных токсичес
ким воздействием. Кроме того, дан
ный подход обладает рядом преиму
ществ, главным среди которых, явля
ется уменьшение числа эксперимен
тальных животных, что соответствует
принципу достаточности («reduction»)
в биоэтике.
Трудности определения микро
элементов (МЭ) и макроэлементов
(МаЭ), в том числе и токсических ме
таллов в клетках, связаны с низкой их
концентрацией в клетке, небольшими
размерами самих клеток (диаметр
эритроцита 7,5 мкм, фибробласта 22
30 мкм), а также различной способно
стью накапливать металлы [1, 47]. В
результате оценки, некоторых общих
закономерностей действия МЭ оказа
лось, что каждая клетка человеческо
го и животного организма в среднем
содержит 105106 ионов металлов из
группы классических МЭ. Кроме того,
МЭ находятся в клетках в виде раз
личных комплексных соединений, ко
торые обладают неодинаковой устой
чивостью и биологической активнос
тью, что обуславливает избиратель
ное их накопление различными клет
ками и их органеллами. Так, напри
мер, в клетках иммунной системы по
разному накапливается цинк и марга
нец. Больше этих МЭ содержится в
макрофагах и мононуклеарных клет
ках, но меньше в гранулоцитах [1, 5,
810]. Недостаток магния и цинка в
лимфоцитах тормозит дифференци
ровку и пролиферацию этих клеток.
Избыток катионов свинца, никеля и
цинка стимулирует пролиферацию
спленоцитов мыши [1, 5, 11].
Процессы транспорта МаЭ и МЭ
во внеклеточном и внутриклеточном
пуле лимитируются многофазовыми
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полимодальными видами транспорта
МаЭ и МЭ через цитоплазматические
мембраны [1, 4, 5, 9]. Механизмы это
го транспорта различны для разных
групп МаЭ и МЭ. Так, они могут осу
ществляться путем действия на спе
цифические рецепторы, локализован
ные на внеклеточных или во внутри
клеточных компартментах; влияния на
активность ряда ферментов, гормонов
или белковпереносчиков (например,
металлотионеины, альбумины). Веро
ятно и посредством процесов физико
химического действия на мембраны
клеток (Se  антиоксидант; Cd, Pb 
цитотоксиканты). В целом же сложная
проблема взаимодействия между МЭ
в клетке исследована недостаточно.
Поэтому целью нашего исследо
вания явилось изучить возможности
оценки уровней содержания МаЭ и
МЭ современными спектральными
методами (ПААС, ЭТААС и АЕСИСП)
в различных клетках (эритроцитах,
лейкоцитах, лимфоцитах и спленоци
тах животных, мужских гаметах крыс)
в условиях различного их функцио
нального состояния.
Материалы и методы исследова
ния
Эритроциты цельной крови экс
периментальных животных и мужских
гамет крыс отмывали физиологичес
ким раствором с последующим цент
рифугированием [5,6]. Лейкоциты и
лимфоциты получали из цельной кро
ви животных, спленоциты селезенки
животных отмывали методом диффе
Таблица 1 
Содержание некоторых МаЕ и МЕ в клетках крови человека и животных в норме 
(собственные результаты ПААС анализа и данные литературы) 
Химические элементы (в нМ/107 кл) Клетки  
крови Mg K Zn Источник литературы 
Эритроциты 
3,3-5,9* 
12 
47,7 
3,0-6,1 
159-198* 
260 
71,6 
44,14-48,99 
36,8-39,8* 
- 
12 
30,7-32,19 
Педанов Ю.Ф.,1992 [15] 
Костюк П.Г. и др.,1988 [5] 
Коробков А.В,1986 [7] 
Собственные данные 
Лейкоциты 
- 
32-48 
- 
800-1200 
1,30-2,88* 
2,0-3,4 
Кудрин А.В. и др. 2000 [1] 
Собственные данные 
Макрофаги 
- 
- 
- 
100-170 
2,88* 
- 
Кудрин А.В. и др. 2000 [1] 
Porit A 
Лимфоциты 
- 
- 
25,37-35,61 
- 
- 
407,85-413,2 
5,20* 
4,27* 
5,30 
Кудрин А.В. и др. 2000 [1] 
Koudrine A.,1998 [17] 
Собственные данные 
Примечание * - содержание в клетках крови человека 
 
Таблица 2 
Содержание МаЕ и МЕ в клетках крови и спленоцитах крыс, 
полученные методом ИСП-АЕС 
Элемент 
В эритроцитах,  
(M ± m),  
нМ/107 кл 
В лимфоцитах,  
(M ± m),  
нМ/107 кл 
В спленоцитах  
(M ± m)  
мкмМ/106 кл 
Mg 6,07 ± 2,12 25,37 ± 5,12 53,48 ± 0,95 
K 44,14 ± 38,48 410 ± 2,15 100,22 ± 0,95 
Zn 12,7 ± 0,15 2,0 ± 0,06 0,99 ± 0,05 
Fe 0,36 ± 0,41 0,07 ± 0,001 0,17 ± 0,05 
Cu 0,015 ± 0,04 0,082 ± 0,03 0,162 ± 0,002 
Mn 0,0016 ± 0,009 0,0097 ± 0,004 0,01 ± 0,004 
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ренциального центрифугирования в
градиенте плотности сахарозы или
феколла [5]. Методом световой мик
роскопии подсчитывали количество
клеток в суспензии. Затем пробу под
вергали кислотной минерализации по
общепринятой методике [12, 13] с
последующим определением в пла
менном (ПААС), электротермическом
(ЭТААС) вариантах ААС метода или
методом ИСПАЭС (атомноэмисси
онная спектроскопия с индуктивно
связанной плазмой  метод многоэле
ментного анализа). Полученные ре
зультаты обрабатывали математичес
ки с использованием программы
Statistika6 [14].
Результаты и их обсуждение
Сравнительный анализ данных
литературы и собственных результа
тов показал, что уровни содержания
магния, калия и цинка в клетках кро
ви крыс и человека в условиях нормы
могут различаться (таблица 1). Выяв
ленные отличия обусловлены не толь
ко физиологической ролью, которую
выполняет конкретный элемент в
клетке, но и инструментальным мето
дом, который был использован при
оценке содержания МаЭ и МЭ.
Были изучены возможности ис
пользования многоэлементного ана
лиза (метод ИСПАЕС), который по
зволяет проводить анализ содержа
ния до 70 химических элементов в
одном биологическом образце. Дан
ные о содержании МаЭ и МЭ в эрит
роцитах, лимфоцитах и спленоцитах
крыс в норме представлены в табли
це 2. Известно, что метод ИСПАЕС
обладает большей чувствительностью
и селективностью по сравнению с
ПААС. Нами обнаружены значитель
ные колебания уровней содержания
магния, калия и цинка в эритроцитах
и лимфоцитах белых крыс.
Методом АЭСИСП выявлены из
менения баланса МаЭ та МЭ в спле
ноцитах селезенки эксперименталь
них животных, при моделировании
хронического катарального ринита у
крыс путем интраналазьных инсталя
ций в носовую полость 0,1 % раство
ра декстрана в продолжении 3х ме
сяцев (таблица 3). Обнаружены суще
ственные колебания концентраций
Mg2+ ,Ca2+ и Cu2+, Zn2+ в спленоцитах
крыс опытной группы по сравнению с
контролем. Исходя из известных фак
тов [13,15,17,18], о том что получен
ные результаты свидетельствуют о
дисбалансе МаЭ и МЭ внутри клетки.
Установлено [1,9,19], что «выход» маг
ния из клеток и «вход» кальция отра
жает нарушение процессов трасмем
бранного транспорта электролитов.
Накопление меди и цинка отражает
процесс усиления оксидативного
стресса в клетке.
Методом ПААС ранее нами было
показано, что лейкоциты человека мо
гут накапливать марганец [12]. Выяв
лены достоверные отличия между
опытом и контролем (в контроле –
0,0016 ± 0,002 нМ/107 кл, в опыте –
0,0022 ± 0,002 нМ/107 кл) в случаях
Таблица 3 
Содержание МаЕ и МЕ в спленоцитах крыс с экспериментально  
моделированным хроническим катаральним ринитом 
Элемент, 
нМоль/ 107 кл Контроль 
Хронический катаральний 
ринит 
Магний  53,48 ± 0,95  38,80 ± 0,23*  
Кальций  25,60 ± 0,47 38,60 ± 0,44*  
Железо 0,17 ± 0,05  0,12 ± 0,022 
Медь 0,16 ± 0,02 0,27 ± 0,04*  
Цинк 0,99 ± 0,05  0,55 ± 0,06* 
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профессионального контакта с метал
лом. При этом эритроциты накаплива
ли марганец в меньшей мере. Извес
тно, что марганец очень быстро поки
дает кровеносное русло, а попав в
клетку, он включается главным обра
зом в митохондрии и лизосомы клеток
[4, 9]. Невысокие уровни содержания
Mn в крови часто являются препят
ствием для установления диагноза
при Mnинтоксикации у профессио
нальных контингентов. Оценка накоп
ления металла в лейкоцитах может
быть дополнитель
ным информатив
ным тестом клини
ческой диагности
ки Mnинтоксика
ции или дефицита
металла в организ
ме [4, 12, 15].
В клетках
крови (эритроци
тах, лейкоцитах и
лимфоцитах)  бе
лых крыс линии
Wistar в условиях
м о д е л и р о в а н и я
марганцевой ин
токсикации (в/б
введение дозы 1/
50 ЛД
50
 хлорида
марганца в про
должение 38 дней
к р ы са м са мц а м )
методом ПААС
было отмечено на
копление металла
(рис. 1), особенно
выраженное в лим
фоцитах крови (в
контроле – 0,0014
± 0,002 нМ/107 кл,
в опыте – 0,018 ±
0,002 нМ/107 кл).
Известно, что
тяжелые металлы
и з б и р а т е л ь н о г о
накапливаются в
компартментах клетки. Свинец обла
дает сродством к цитоплазматической
мембранe и субклеточными структу
рам (митоходриям и полирибосомам),
что приводит к снижению aэробного
энергетического метаболизма. Высо
кая чувствительность клеток к дей
ствию кадмия обусловлена его пре
имущественным накоплением в цито
золе и способностью связываться, с
металлотионеином. Однако в семен
никах и, следовательно, мужских га
метах металлотионеина нет, что обус
лавливает высокую токсичность ме
 
Рис. 1. Влияние 1/50 ЛД50 MnCI2 на содержание марганца в 
различных клетках крови белых крыс в условиях подострого 
эксперимента. 
 
 
 
Рис. 2. Влияние 1/200 ЛД50 ацетата свинца и хлорида кадмия на
содержание Pb2+ и Cd 2+ в различных мужских гаметах белых крыс в
условиях подострого эксперимента. 
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талла для репродуктивной системы
крыссамцов. Таким образом оценка
содержания свинца и кадмия в мужс
ких гаметах может быть информатив
ным тестом при изучении тератоток
сичности тяжелых металлов у экспе
риментальных животных [1, 9].
Методом ЭТААС определены
уровни содержания свинца и кадмия
в культуре мужских гамет крыс после
моделирования нагрузки этими ме
таллами (в/б введение дозы 1/200
ЛД
50
 ацетата свинца и хлорида кадмия
в продолжение 48 дней крысамсам
цам) (рис. 2).
Обнаружено накопление свинца в
сперматозоидах крыс, которое превы
шало уровень содержания в конт
рольной группе в 4,5 раза. Кадмий
также накапливался в мужских гаме
тах  крыс (наблюдали увеличение
уровня содержания металла в 3 раза).
В этом эксперименте также были вы
явлены изменения в содержании внут
риклеточных электролитов в мужских
гаметах крыс после 38 –дневной ин
токсикации солями свинца и кадмия.
Содержание Mg2+ , Са2+ и K+ опреде
ляли методом ПААС (таблица 4).
Наблюдали увеличение концент
рации магния (на 70 %) в спермато
зоидах крыс в случае Cdинтоксика
ции и калия (на 35,42%) при Pbинток
сикации по сравнению с уровнями
электролитов в контроле. В то же вре
мя выявлен рост уровня содержания
кальция в клетках ( в 1,8 и 2,05 раза
соответственно), что свидетельствует
о значительных изменениях морфо
функциональной активности клеток, а
именно снижению подвижности спер
матозоидов, агглютинации, поврежде
нию плазмалеммы клеток описанных
нами ранее [19].
Известно, что дифференциро
ванный характер внутриклеточного
накопления МЭ в компартментах клет
ки имеет сложную биофизическую
природу. Так, стабильное содержание
меди обусловлено ее участием в про
цессах дыхания митохондрий. Цинк
накапливается преимущественно в
ядерных фракциях клеток, что обус
ловлено процессами синтеза и дегра
дации металлотионеина [1, 9]. Нор
мальное содержание в клетке магния
и калия как важнейших внутриклеточ
ных элементов является свидетель
ством стабильности плазматических
мембран клеток и функциональной
активности самих клеток.
Выводы
1. Полученные данные о со
держании химических элементов в
различных клетках свидетельствует о
высокой информативной значимости
спектральных методов  ПААС, ЭТААС
и ИСПАЕС, что может быть использо
вано при оценке внутриклеточных
процессов  апоптоза, нарушения ме
таболизма, деления клеток, измене
ний ионного состава, накопления ток
сических элементов.
2. Предлагаемый альтерна
тивный метод исследований, может
быть использован для установления
четких количественных изменений
Таблица 4 
Содержание электролитов в мужских гаметах крыс в условиях моделирования 
свинцовой и кадмиевой интоксикации, полученные методом ПААС (M ± m) 
Pb-интоксикация Cd-интоксикация Элементы 
нМ/107 кл Контроль 48 введений 48 введений 
Mg 44,4 ± 0,29 50,5 ± 0,80 75,6 ± 0,71* 
K 341,9 ± 5,58 670 ± 5,08* 463 ± 4,50 
Ca 17,35 ± 1,81 31,5 ± 1,73 35,6 ± 2,75 
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уровня МаЭ и МЭ в клетках, что позво
лит решать задачи по установлению
металлодефицитных состояний у па
циентов и совершенствовать методы
их коррекции, что может стать перс
пективным приемом в профилакти
ческой медицине.
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Резюме
ДОСВІД ВИКОРИСТАННЯ
СПЕКТРАЛЬНИХ МЕТОДІВ В
ДОСЛІДЖЕННЯХ МАЕ ТА МЕ В
КУЛЬТУРІ КЛІТИН IN VITRO
Андрусишина І.М.
В роботі показано, що методи
ААС  ПААС, ЕТААС та ІСРАЕС є чут
ливими при вивченні токсичного впли
ву важких металів – свинцю, кадмію
або марганцю, що проявляється в на
копиченні останніх у культурі лейко
цитів, еритроцитів, спленоцитів та
статевих клітин тварин. Виявлені
відмінності вмісту ессенціальних еле
ментів в культурі лімфоцитів за умов
їх різного функціонального стану, що
може бути використано при вивченні
внутрішньоклітинних процесів. Мето
ди ААС можуть бути альтернативними
в дослідженнях процесів апоптозу, по
рушень метаболізму, ділення клітин,
змін іонного складу та накопичення
токсичних елементів у культурі клітин
in vitro.
Ключові слова: еритроцити, лейкоцити,
споеноціти, чоловічі гамети, макроі
мікроелементи, атомноабсорбційна
спектрофотометрія.
Summary
EXPERIENCE IN THE USE OF
SPECTROSCOPIC METHODS TO
RESEARCH MAE AND ME IN CELL
CULTURE IN VITRO
Andrusishina I.N.
It was shown that methods of AAS
as FAAS, ETAAS, ICPAES are sensitive
for studying toxic effect of heavy metals
 lead, cadmium and manganese, which
can be observed in their accumulation
in cultures of leucocytes, erythrocytes,
splenocytes and sex cells in animals.
The difference in the content of such
essential elements in lymphocyte culture
was found, depending on their different
functional state, which can be used in
studying intracellular processes. AAS
methods can be used as alternatives
when studying processes of apoptosis,
metabolism disorders,  cell  divis ion,
changes of the ion contents and
accumulation of toxic  elements  in
culture cells in vitro.
Key words: erythrocytes, leukocytes,
spoenotsity, male gametes, macro
and micronutrients, atomic absorption
spectrophotometry.
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